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Resumo: O objetivo desta pesquisa foi desenvolver um protocolo para a desinfeccdo e sobrevivéncia in vitro de
explantes de diferentes variedades de Hancornia speciosa Gomes. Apices caulinares de trés variedades de H. speciosa,
contendo segmentos nodais, foram coletados e transportados ao Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Escola
de Agronomia da Universidade Federal de Goias - UFG. Neste local, as folhas foram retiradas e os segmentos nodais
submetidos a assepsia em alcool 70%, por 2 minutos, seguida da imersdo em Hipoclorito de Sodio (NaClO), produto
comercial 4gua sanitéria Ki J6ia ® em concentracéo de 1,0%; 1,5% e 2,0% durante 5 ou 10 minutos. Foram avaliadas
taxas de contaminacdo, oxidagdo; tipos de microrganismos contaminantes; brotagbes vivas; brotagbes mortas;
explantes vivos e nimero de par de folhas. As diferentes variedades se manifestaram diferentes quanto ao processo de
desinfestacdo e sobrevivéncia. E possivel o cultivo in vitro de explantes de segmentos nodais de H. speciosa oriundas
do campo.

Palavras-chave: Cerrado, frutas, mangaba, micropropagacéo

Abstract: The objective of this research was to develop a protocol for the disinfection and in vitro survival of explants
from different varieties of Hancornia speciosa Gomes. Shoot tip containing nodal segments of three varieties of H.
speciosa, they were collected and transported to the Tissue Culture Laboratory vegetables of Agronomy of the Federal
University of Goias - UFG. In this place, the sheets were removed and subjected to aseptic nodal in 70% alcohol for 2
minutes, followed by immersion in sodium Hypochlorite of the Sodium, commercial product bleach KiJ6ia®
concentrations of 1.0%; 1.5% to 2.0% for 5 or 10 minutes. Infection rates were evaluated, oxidation; types of
contaminating microorganisms; living shoots; shoots dead; living explants and pair of leaf number. Different varieties
have spoken out about the different disinfestation and survival process. It is possible the cultivation in vitro explants H.
speciosa nodal coming from the field.

Keywords: Savannabh, fruits, mangaba, micropropagation

Introducéo Brasil ocorre desde os tabuleiros costeiros e
O Cerrado é o Bioma mais caracteristico e baixadas litorAneas do Nordeste, até as areas sob
proprio do Brasil por sua biodiversidade vegetal Cerrado das Regides Centro-Oeste, Norte e
(Ribeiro & Walter, 2008). As diversas formas e usos Sudeste. Planta de clima tropical, na regido dos
contidos neste bioma tém grande importancia para cerrados floresce de agosto a novembro e em
populagdes rurais e seu manejo sustentavel, possui  Goiania-GO, de junho a dezembro (Vieira, 2014)
grande potencial para se tornar elemento também, com pico em outubro. A frutificacdo
estratégico a conservacdo deste ecossistema. A  concentra-se principalmente de outubro a dezembro
Hancornia speciosa (Gomes) é uma frutifera da (Soares et al., 2007; Vieira, 2014).
familia das Apocinaceas, com plantas que A propagacéo da H. speciosa, realizada por
compreendem 5 a 10 metros de altura. Nativa do sementes € responsavel pela manutencdo da
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diversidade genética da espécie, todavia, para
aqueles produtores que desejam plantas com
caracteristicas especificas, semelhantes as de
determinadas matrizes, a propagacdo assexuada é
uma importante alternativa (Silva Janior & Lédo,
2006).

A cultura de tecidos apresenta a
possibilidade de superar as dificuldades da
propagacdo vegetativa, pois essa ferramenta
biotecnoldgica é capaz de produzir individuos iguais
aos seus genitores, com a mesma carga genética,
em grande quantidade, curto espaco de tempo e
com qualidade fitossanitaria superior, o que pode
auxiliar na producdo de mudas, especialmente de
plantas frutiferas nativas do Cerrado.

O desenvolvimento de protocolos para o
estabelecimento in vitro, visando busca por
materiais geneticamente iguais aos genitores sao
importantes. Assim, a presente pesquisa teve como
objetivo desenvolver um protocolo para a
desinfeccdo e a avaliacdo da taxa de sobrevivéncia
in vitro dos explantes de diferentes variedades de H.
speciosa, para que se possam entender esses
processos, bem como servir de subsidios para
novos estudos.

Métodos

O trabalho foi realizando com as plantas
matrizes de H. speciosa em idade reprodutiva,
pertencentes ao Banco de Germoplasma da Escola
de Agronomia da Universidade Federal de Goias
(EA/UFG), localizado no municipio de Goiénia, GO,
nas coordenadas geograficas de latitude 16°35'12”
S, longitude 49°21'14” W e 730 m de altitude. Foram
utilizados como fonte de explantes, segmentos
nodais com até trés gemas em ramos produzidos no
ano, das progénies de plantas nativas de H.
speciosa das variedades botanicas pubescens,
gardneri e cuyabensis. Apés coletados, o0s
segmentos foram colocados em sacos plasticos e
depositados em caixa de isopor para minimizar os
efeitos da desidratacgéo.

Logo ap6s a coleta, no Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais da Escola de
Agronomia da Universidade Federal de Goias, o
material vegetal, foi submetido ao protocolo de
desinfeccdo com é&gua corrente e sabdo liquido
neutro, seguido de trés enxagues. As folhas foram
retiradas e os segmentos submetidas a desinfeccao
em &lcool 70%, por 2 minutos, seguido da imersao
em Hipoclorito de Sdédio (NaClO), produto comercial
agua sanitéria Ki Jéia® em diferentes tempos e
concentragdes. Os tratamentos foram: Variedade x
tempo x concentracdo de Hipoclorito de Sédio:
Hancornia speciosa var. pubescens, ou gardneri, ou
cuyabensis imergidos durante 5 minutos em NaClO
a 1,0%; 1,5% e 2,0%, constituindo os tratamentos
Tl= 5+1,0%; T2= 5+1,5% e T3= 5+2,0%, ou
imersdo em NaClO por 10 minutos e concentracao
de 1,0%; 1,5% e 2,0%, constituindo os tratamentos
T4= 10+1,0%; T5= 10+1,5% e T6= 10+2,0%. Cada
tratamento foi composto por cinco repetices com
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trés (3) frascos contendo um segmento nodal cada
repeticéo

Em cémara de fluxo laminar foi realizada o
enxague em agua estéril por 4 vezes. Logo apos, 0s
segmentos foram excisados por bisturi com lamina
de n°4 e inoculados em frascos de 268 mL,
contendo 30 mL do meio de cultura MS (Murashige
& Skoog, 1962), com metade (1/2) da concentracdo
dos sais, mais as vitaminas do meio e 30,0 g.L™ de
sacarose; 1,0 g L™ carvdo ativado; 1,0 g L™ de
tryptona; 2,5 mg L™ de benzylaminopurina; 0,5 g L™
de &cido citrico; 3,5 de agar em pH 57 e
autoclavado por 20 minutos a 120 °C.

Os frascos foram fechados com tampa de
polipropileno e vedados com filme de policloreto de
polivinila (PVC) transparente e transportados para a
sala de crescimento, permanecendo na auséncia de
luz por 72 horas para evitar a incidéncia de
oxidagdo. Logo apés este periodo, foram mantidas
sob luz branca, com fotoperiodo de 16 horas e 40
pmol m®s™ e temperatura de 26 + 2 °C até o 32° dia
apos a inoculagao.

As variaveis analisadas foram taxa de
contaminacdo e de sobrevivéncia aos 8° DAI. Aos
32° foi realizada avaliacdo final para da taxa
contaminacao, oxidacdo; tipos de microrganismos
contaminantes; nimero de brotacdes por explantes
(Brot./Expl.); senescéncia das brotacdes (Senes.
Brot.); explantes sobreviventes (Expl./Sobreviv) e
namero de par de folhas (NPF). Os dados foram
analisados pelo programa Assistat 7.7. As médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para a analise de variancia foram
cumpridos os pressupostos de normalidade e
homogeneidade.

Resultados e discusséo

A partir das primeiras avaliagfes (Figura 1-
A), pode-se constatar que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamento T1, T2, T3, T5 e T6,
quando se avalia a taxa de sobrevivéncia para os
explantes da var. cuyabebsis. A taxa de
sobrevivéncia é relevante especialmente quando o
propdsito é o estabelecimento da cultura, pois, a
partir de um Unico explante, pode ser possivel
dependendo da espécie, obter um ndamero
expressivo de clones, o que pode contribuir para a
conservacao da espécie em banco de germoplasma
in vitro, bem como, para a propaga¢do massal
desses individuos.

Quanto a taxa de contaminacéo (Figura 1-
B), é possivel perceber que o Tratamento T1
divergiu estatisticamente dos demais tratamentos,
levando a inferir sobre a necessidade da utilizagao
de concentracdes maiores  de agentes
desinfectantes, associados também a maiores
tempos de exposicdo do explantes para uma
assepsia mais eficiente. Vieira et al. (2013) em
estudos com o estabelecimento de estacas
lenhosas de Rubus spp in vitro, observou que a
desinfec¢do com NaClO na dose de 2,5% néo foi
eficiente para assepsia das estacas, ocorrendo
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80,0% de contaminacdo. Eles também argumentam
gque o tempo de imersdo e a concentracdo do
agente desinfectante pode ser determinante para
uma assepsia efetiva, sobretudo em espécies
lenhosas oriundas do campo.

Em explantes de H. speciosa da variedade
gardneri (Figura 2-A), foram observadas diferencas
estatisticas entre tratamentos T1, T2, T6 e T3, TS5 e
T4, quando se avalia a sobrevivéncia. As
porcentegens variaram de 86,0% (T2), a 62,5%
(T4), nas diferentes concentracbes de NaClO
estudadas.

Quanto a contaminagcdo (Figura 2-B) constata-se
qgue as diferencas estatisticas ocorreram de forma
gradativa e proporcional as concentracdes e tempos
de imersdo. Esse fato comprova que a utilizacdo de
agentes desinfecciosos podem ser importantes
ferramentas para a diminuicdo de inéculos
patogénicos em H. speciosa. E relevante salientar
que os diferentes tempos de imersdo e
concentracbes de NaOCI, associados a variedade
em estudo, podem ter concorrido para que
houvesse essa amplitude de valores entre o0s
tratamentos.

Em abordagem de Bianchi et al. (2003), sobre
estudos com a imersdo de meristemas de
marmeleiro em NaClO a 1,5% por 10 minutos,
esses autores observaram o menor percentual de
contaminacdo e as maiores taxas de sobrevivéncia,
guando comparados com 0s outros tratamentos.

Ao se observar a variedade pubescens (Figura 3-A)

€ importante ressaltar que houve diferenca
significativa entre os diferentes tratamentos.
Percebe-se que o tratamento T1 e T2,

apresentaram as melhores taxas de sobrevivéncia
(84,6%), na concentracdo de 1,0% e 1,5% de
NaClO e tempo de imersdo de 05 minutos. As
médias de sobrevivéncia variaram de 76,0% a
24,0% entre os Tratamentos T5, T6 e T3 para o
fenbmeno em questdo. As respostas de
desenvolvimento in vitro sdo segundo Hu & Ferreira
(1998) regidas pela constituicdo genética, nesse
sentido é possivel que fatores relacionados ndo sé
as variagcfes genéticas, mas, ao ambiente de cultivo
tal qual a composicdo do meio e o tratamento de
desinfec¢do, podem ter contribuido quanto a esse
resultado para a variedade pubescens. Quanto a
taxa de contaminacéo (Figura 3-B) houve diferenca
significativa com as maiores porcentagens
verificadas nos tratamentos T1l, T2 e T4 cujas
propor¢cdes do NaOCI foram entre 1,0% e 1,5%).
Esse fato pode se justificar pela menor acéo
germicida do agente desinfectante, que apresenta
uma melhor eficiéncia com o aumento do agente,
bem como do tempo de exposicdo do material
estudado.

A sobrevivéncia dos explantes (Tabela 1-A)
apresentou diferenca significativa entre as trés
variedades estudadas, dadas as caracteristicas
morfolégicas existentes entre elas. Diferencas
estatistica s também foram observadas nas
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interagBes entre as variedades e concentracdes de
NaClO e tempos de desinfeccdo. Esta Ultima
associacao proporcionou maior sobrevivéncia, para
0s explantes tratados com maiores concentracdes e
tempos de desinfeccdo, apesar de algumas
repeticBes apresentarem contaminantes.

Ao se observar a andlise de variancia obtida

(Tabela 1-B) a partir dos dados coletados
constatou-se que a contaminagao dos explantes por
fungos diferiu estatisticamente para as trés
variedades de H. speciosa avaliadas, assim como
as interagbes entre as variedades e as
concentracbes de NaOCl e os tempos de
desinfeccdo. Este fato pode ser justificado pela
diferenca genética encontrada entre as variedades
estudadas, o que confere caracteristicas fenotipicas
distintas entre elas.
Os valores das taxas e tipos de microrganismos
contaminantes por variedade (Tabela 2) revelam
diferengas estatisticas entre as variedades e que a
maior proporcao por explante foi observado na var.
pubesncens (61,11%). Os agentes mais incidentes
foram os do género Fusarium sp, seguido por
Cladosporium sp, Peniciluim sp, Rhizopus sp. e
Verticilium sp. Observou-se durante a condugéo do
experimento a presenga de tricomas em Hancornia
speciosa sub. pubescens. Esta alta pilosidade (sub.
pubescens) pode contribuir para a formacdo de
condicbes  favoraveis a proliferacdo de
microrganismo contaminante, justificando a maior
taxa desse evento na variedade em questdo. A
contaminacao por microorganismos continua sendo
hoje em dia um dos principais problemas para os
micropropagadores de plantas no mundo e para que
se possa estabelecer e desenvolver protocolos para
0 estabelecimento do cultivo in vitro, as
identificagbes desses fitopatégenos na cultura séo
importantes (Cassels, 2000). A0 mesmo tempo em
gue esses agentes podem comprometer 0 processo
de micropropagacdo em culturas ja estabelecidas,
cumpre dizer ainda, que sdo poucos os estudos
sobre a atuacdo desses agentes em frutiferas
nativas do Cerrado. E necessario que se desvende
ndo s a acdo e forma de contencéo deles, mas, se
pesquisem sobre a possibilidade desses mesmos
agentes se tornarem organismos que possam
contribuir para o processo de aclimatizagdo dessas
espécies.

Segundo Amorin et al. (2011) avaliando a
eficiéncia da desinfeccdo de sementes de H.
speciosa em diferentes concentracdes de
Hipoclorito de Sédio (NaClO 0,00%, 10,0%,
20,0%, 30,0%, 40,0%) percebeu um indice de
contaminag¢d@o de 75,0%, 75,1%, 79,00%, 86,0% e
100,0%, respectivamente, ndo sendo mencionada
neste trabalho a variedade pesquisada e os
microrganismos contaminantes incidentes.
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Figura 1. Média para Taxas de Sobrevivéncia (Sobrev.) (A) e Contaminagéo (Cont.) (B) em segmentos nodais de H.
speciosa var. cuyabensis quando submetidos & diferentes concentra¢des de Hipoclorito de Sddio em diferentes tempos
de imersdo em meio de cultura MS, aos 8 dias de estabelecimento. Goiania, GO, 2014.
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Figura 2. Média para Taxas de Sobrevivéncia (Sobrev.) (A) e Contaminagdo (Cont.) (B) em segmentos nodais de H.
speciosa var. gardneri quando submetidos a diferentes concentragdes de Hipoclorito de Sddio em diferentes tempos de
imersdo em meio de cultura MS, aos 8 dias de estabelecimento. Goiania, GO, 2014.
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Figura 3. Média para Taxas de Sobrevivéncia (Sobrev.) (A) e Contaminagéo (Cont.) (B) em segmentos nodais de H.
speciosa var. pubescens quando submetidos a diferentes concentragdes de Hipoclorito de S6dio em diferentes tempos
de imers@o em meio de cultura MS, aos 8 dias de estabelecimento. Goiania, GO, 2014.

Tabela 1. Analise de Variancia para a taxa de sobrevivéncia (A) e de contaminagéo (B) de explantes de trés variedades
de H. speciosa em diferentes concentragdes de Hipoclorito de Sodio e dois tempos de desinfecgdo, aos oito dias apés a

inoculacdo (DAI). Goiania, GO, 2014.

Sobrevivéncia (A)

Contaminacéo (B)

FV GL F GL F
Fator (1) Variedade 2 13,7 ** 2 443,5%*
Fator (2) Concentracéo 2 2,2 -- 2 19,7
Fator (3) Tempo 1 2,1ns 1 3,7ns
Int. F1xF2 4 2,8* 4 4,1%
Int. F1xF3 2 2,5ns 2 7,4**
Int. F2xF3 2 4,4 * 2 2,6 ns
Int. F1x F2xF3 4 0,6 * 4 1,2ns
Tratamentos 17 3,6** 17 8,1**
Erro 72 72
Total 89 89

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01).

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05); " n&o significativo (p >= 0,05).
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Tabela 2. Valores médios quanto as taxas e tipos de agentes contaminantes Fusarium (FUS), Rhyzopus (RHY),

Clasdosporium (CLAD), Peniciulium (PEN), Verticilium (VERTC) e da taxa de contaminacéo e oxidacdo em segmentos

nodais de H. speciosa var. cuyabnesis gardneri, pubescens estabelecidas in vitro aos 32 dias apds a inoculacédo (DAI).
Goiania, GO, 2014.

Tipos de agentes contaminantes (%)

FUS RHY CLAD PEN VERTC
pubescens 61,11a 2,22a 30,00a 21,11a 2,22a
gardneri 32,22b 1,11b 12,22b 4,44b 0,00

cuyabensis 22,22b 1,11b 12,22b 5,56b 0,00

Média seguida pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5%.

Tabela 3. Taxa de contaminacdo e oxidacdo em segmentos nodais de H. speciosa var. cuyabnesis, gardneri,
pubescens estabelecidas in vitro aos 32 dias apds a inoculagdo (DAI). Goiania, GO, 2014.

Variedade Contaminagao Oxidacao
gardneri 0,1lc 0,0
cuyabensis 0,2b 0,0
pubenscens 0,4a 0,0

Média seguida pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5%.

Na Tabela 3 constata-se que houve diferenca tratamentos T2, T3 e T6, sendo estes, semelhantes
significativa entre as variedades e que a var. entre si. A média geral de brotacdo foi de 1,44 e a
pubescens foi a que mais apresentou indice de amplitude entre o valor maximo (T1=1,90) e minimo
contaminagdo em comparagdo com as var. gardneri  (T2=1,10) foi 58,0%. Ja para o nimero de explantes
e cuyabensis. Esta averiguacdo leva a inferir sobre  com brotacdes (Expl./Brot.) e nimero de par de
a utilizacdo de procedimentos assépticos que folhas (NPF) (Figura 4-C, D) também foram
contemplem maiores concentracdes de agentes observadas diferencas entre eles com o tratamento
desinfestantes, no caso, de NaClO associados a T6 apresentando as taxas de 1,8, explante; a média
maiores tempos de exposicdo do tecido, para que geral de NPF foi de 1,34.
se possa tentar obter uma cultura mais axénica em As maiores médias de H. speciosa var.
cultivo in vitro. Outras metodologias como a gardneri quanto ao Brot./Expl., Senes. Brot.,
utilizagdo de agentes quimioesterilizantes também  Expl./Brot. e NPF (Figura 5-A, B, C e D) foi
podem ser alternativas vidveis na tentativa da constatada no T6. E possivel perceber que a sub.
obtencdo de explantes livres de microrganismos gardneri, obteve o melhor desempenho para estes
contaminantes. Quanto a oxidacdo ndo foram quesitos, com valores de 5,8; 3,0; 2,5 e 1,8 para
verificadas a manifestacdo desse fenbmeno na cada item avaliado.
pesquisa em questdo. Este fato ocorrido, talvez seja As maiores médias de H. speciosa var.
pela utilizagdo do acido citrico e, ou, carvdo ativado gardneri quanto ao Brot./Expl., Senes. Brot.,
no meio de cultura. O carvdo ativado possui a Expl./Brot. e NPF (Figura 5-A, B, C e D) foi
propriedade de adsorver compostos fendlicos, constatada no T6. E possivel perceber que a sub.
permitindo a cauligénese do explante sem que gardneri, obteve o melhor desempenho para estes

apareca a oxidacao (Barrueto Cid, 2010). quesitos, com valores de 5,8; 3,0; 2,5 e 1,8 para
O numero de brotagBes (Brot./Expl.), para a var. cada item avaliado.
cuyabensis iniciaram-se a partir do 14° dia apos a A interacdo entre o tipo de explante, o

inoculagdo (DAI), se estendendo até o 48° DAI, gendtipo, a composi¢cdo do meio e as condi¢des do
guando foi observada a manifestacdo expressiva da ambiente de cultivo (Grattapaglia & Machado, 1988)
perda das folhas das brotagdes. Dados referentes a sdo determinantes para o sucesso do cultivo in vitro
manifestacdo da organogénese direta in vitro de H. das espécies. Entender essas interacdes e suas
speciosa podem ser observados na Figura 4-A, a causas €é fundamental, pois, os trabalhos com
diferenca significativa quanto ao nimero de brotos cultura de tecidos podem oportunizar o
por explantes, foi constatado para o T5 com 2,5 e os  desenvolvimento de metodologias, para colocar
tratamentos T1 (1,72), T2 (1,40), T3 (1,28), T4 disponiveis ao agricultor familiar mudas de frutiferas
(1,99) e T6 1,46. A senescéncia das brotagBes de qualidade e com menos tempo para o inicio da
(Senes. Brot.), (Figura 4-B) foram semelhantes nos  producéo.

tratamentos T1, T4 e T5 e divergentes dos
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Concluséo

As diferentes variedades se manifestaram
diferentes quanto ao processo de desinfeccdo e
sobrevivéncia; E possivel o cultivo in vitro de
explantes nodais de H. speciosa das variedades
cuyabensis, gardneri e pubescens, oriundas do
campo.
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